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La importancia del estudio de la fisiología reproductiva del conejo (Oryctolagus cuniculus) viene 
dada por un lado, por su carácter como animal de laboratorio de interés en biomedicina y, por 
otro como especie de interés zootécnico. Como modelo biomédico permite estudiar los procesos 
fisiológicos pre-implantacionales dado que es una especie de ovulación inducida y la cronología 
de los procesos puede seguirse con mayor precisión que en otras especies, guardando gran 
similitud con los de la especie humana. Además, es una especie de interés ganadero, de forma 
que se han desarrollado sistemas productivos intensivos basados en la selección genética, 
adecuación de dietas, control de factores ambientales y manejos reproductivos propios. Por 
estos motivos, en este trabajo se han tratado de caracterizar a nivel reproductivo dos líneas de 
conejo seleccionadas por diferente criterio, estudiando diferentes parámetros. Los resultados 
obtenidos han mostrado diferencias en varios de estos parámetros entre las dos líneas, entre los 
que se encuentran la inducción de la ovulación, el número de embriones implantados a los 12 
días de gestación y el tamaño de camada. Con el fin de estudiar algunas de las posibles causas 
de estas diferencias en el número de embriones implantados, en la segunda parte del trabajo se 
ha analizado la expresión génica de algunos genes relacionados con el fenómeno de 
implantación embrionaria en blastocistos de 5 y 6 días, como son el Oct4, la Integrina, los 
Interferones γ y ω, el Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF), el receptor 3 del 
Factor de Crecimiento Epidérmico (erbB3) y el Factor β de Crecimiento Transformante (TGF-β). 
Todos los genes estudiados se expresan en blastocistos expandidos de conejo a 5 y 6 días de 
gestación, si bien los genes relacionados con la diferenciación celular (Oct4 y TGF-β) no 
presentaron diferencias estadísticamente significativas en sus niveles de expresión relativa. Sin 
embargo, genes relacionados con el reconocimiento materno-embrionario (Interferones γ y ω48) 
y con el proceso de vascularización de novo (VEGF, erbB3) mostraron un incremento en su 
expresión relativa en blastocistos de 5 días de desarrollo respecto a los de 6 días. Por otro lado, 
la subunidad β3 de la Integrina, relacionada, por un lado con procesos angiogénicos y de 
diferenciación celular y, por otro, con mecanismos de adhesión entre el blastocisto y el 







Reproductive physiology of rabbit (Oryctolagus cuniculus) are important because two reasons. 
First, this specie is very relevant as laboratory animal in biomedicine, and on the other hand, this 
presents zootechnical interest. As animal model, there provides to study of preimplantational 
process, that presents hadling easy, induced ovulation and chronology of processes can be 
followed more closely than other species. Moreover, in the first steps their embryonic 
development is very similar to human. Furthermore, it is a species of zootechnical interest for 
farmer relevance, so that production systems have been developed based on intensive genetic 
selection, adequacy of diets, control of environmental factors and development of reproductive 
management. For these reasons, in this work we tried to characterize to study of different 
reproductive parameters, two rabbit lines selected by different criteria. The results have shown 
significant differences in several of these parameters between two lines, including ovulation 
induction and implantation rates, and also litter size. In order to study possible causes of these 
differences in implantation rate, in the second study we have analyzed relative expression of 
some genes related with embryonic implantation in blastocysts of these two rabbit lines, as Oct4, 
Integrin, γ and ω Interferons, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Epidermal Growth 
Factor receptor 3 (erbB3) and Transformant Growth Factor β (TGF-β). All genes studied have 
been shown expression in hatched blastocysts of days 5 and 6, although related genes with 
cellular differentiation (Oct4 and TGF-β) have not present differences in their expression levels. 
However, related genes with maternal-embrionary recognition (Interferons γ and ω48) and also 
related with neovascularization (VEGF and erbB3) showed higher relative expression in 
blastocysts at day 5 than day 6. Subunit β3 of integrin related with angiogenic and cellular 
differentiation processes and also with adhesion mechanisms between blastocyst and 
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1.1. El conejo como modelo animal. 
 
Con el fin de estudiar los mecanismos implantacionales, se han utilizado diferentes 
especies animales como modelos. El conejo, por ejemplo, es un buen modelo animal para 
estudiar las interacciones materno-embrionarias durante la etapa de implantación dado que, 
además de ser un animal de fácil manejo, es una especie de ovulación inducida y la cronología 
de los procesos de ovulación, fecundación e implantación pueden ser establecidos con bastante 
precisión. Además, el tipo de implantación que presentan estos animales es céntrica, es decir, el 
blastocisto se fusiona con las células endometriales al igual que ocurre en la especie humana. 
De este modo, el conejo se presenta como una especie idónea para el estudio de los 
mecanismos de implantación en el ser humano, no sólo in vivo sino también in vitro. De hecho, 
existen en la bibliografía numerosos ejemplos de la utilización de embriones y tejido uterino de 
esta especie como modelo para la observación del desarrollo embrionario en humanos puesto 
que se ha comprobado, además, que ambas especies presentan desarrollos embrionarios in 
vitro muy similares hasta el noveno día de cultivo (Hohn et al., 1992). Incluso se ha comprobado 
que estas analogías entre el desarrollo embrionario humano y del conejo son exactas, ya que se 
han realizado estudios mediante análisis de imagen de crecimiento de notocorda, tubo neural, 
etc., en los que se ha observado que estas estructuras son prácticamente idénticas en ambas 
especies hasta el noveno día de cultivo in vitro, tanto en morfología como en tamaño y desarrollo 
(Tao y Niemann, 2000; Carver et al., 2003). 
 
1.2. El conejo como especie zootécnica. 
 
Su docilidad, comportamiento y parámetros reproductivos, así como su alimentación no 
competitiva con el ser humano, hacen del conejo una especie de interés ganadero. Como en 
otras especies ganaderas, se han desarrollado sistemas productivos intensivos basados en la 
selección genética, en la adecuación de dietas, en el control de factores ambientales y en el 
desarrollo de manejos reproductivos propios.  
 
La organización de la mejora genética en conejo se ha realizado tradicionalmente mediante el 
cruce a tres vías (Figura 1.2), esto es, se comercializa el producto final del cruce entre un macho 
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procedente de una línea paternal, normalmente seleccionada por caracteres de crecimiento, y 
una hembra híbrida, procedente del cruce entre dos líneas maternales seleccionadas por 
caracteres reproductivos. En la Universidad Politécnica de Valencia se seleccionan diferentes 
líneas. Entre éstas, se ha seleccionado durante 25 generaciones una línea paternal, la línea R, 
seleccionada mediante selección individual por ganancia media diaria durante el periodo de 
engorde, y tres líneas maternales, la línea A, seleccionada durante 39 generaciones mediante un 
índice familiar por tamaño de camada al destete, la línea V, seleccionada también por tamaño de 
camada al destete pero mediante el método BLUP sobre un modelo animal con repetibilidad 
durante 35 generaciones y la  línea H, seleccionada mediante el método BLUP por tamaño de 
camada al destete sobre un criterio de selección previo de longevidad durante 4 generaciones. 
 
 











Figura 1.2. La organización de la selección, mejora y difusión genética en conejos se realiza mediante un cruce a 
tres vías, como se muestra en el esquema, donde dos líneas maternales son seleccionadas por caracteres 
reproductivos y el individuo producto del cruce de estas dos líneas se cruza con una tercera línea, llamada paternal, 




De las líneas seleccionadas en la UPV, la línea R, seleccionada por velocidad de 
crecimiento, alcanza los menores tamaños de camada. Este parámetro depende, en última 
instancia, de tres sucesos fundamentales: el número de óvulos liberados durante la ovulación 
(tasa de ovulación), la fecundación de esos óvulos liberados (tasa de fecundación) y, por último, 
tanto del número de embriones que, una vez fecundados, llegan a implantarse (supervivencia 
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embrionaria) como del número de embriones implantados que se desarrollan y llegan a parto 
(supervivencia fetal). Trabajos anteriores demuestran que la línea seleccionada por velocidad de 
crecimiento (línea R) presenta tasas de ovulación y de fecundación similares a líneas 
seleccionadas por tamaño de camada (Vicente et al., 2003; Mehaisen et al., 2005). Estos 
resultados demuestran que las diferencias reproductivas y, en concreto, en el tamaño de camada 
de estas dos líneas, no son consecuencia de diferencias en las tasas de ovulación y 
fecundación, sino del desarrollo embrionario tardío y de los procesos de implantación, 
placentación y desarrollo fetal (supervivencia prenatal). Por otro lado, el efecto de factores 
genéticos en la supervivencia prenatal ha sido estudiado en diferentes especies como conejos 
(Torres et al., 1987; Bolet and Theau-Clément, 1994), cerdos (Wilson et al., 1998) y ratones 
(Ernst et al., 2000). Esta supervivencia prenatal y, por tanto, la correcta implantación de los 
óvulos ya fecundados, depende tanto del genotipo materno como del embrionario. Mocé et al. 
(2004) muestran que la mayor parte de la supervivencia embrionaria depende del genotipo 
materno pero otros autores apuntan que el genotipo embrionario podría modificar, incluso, las 
secreciones uterinas (Hoffman et al., 1998; Wilson y Ford, 1997), con lo que las pérdidas 
prenatales no dependerían exclusivamente de factores maternos. 
 
La mortalidad embrionaria en conejo, es decir, las pérdidas que ocurren desde la 
fecundación hasta la implantación en el útero (día 7 de gestación), se han estimado entre el 10 y 
el 14% (Quintela et al., 2001; Santacreu et al., 2005). Esta implantación consiste en dos fases: la 
primera de ellas, hasta el 7 día de gestación y la segunda a partir del día 8. Las mayores 
pérdidas pre-implantacionales ocurren en esta primera fase de la implantación (Adams, 1960; 
Wathes, 1992) y dependen fundamentalmente de tres factores, la calidad de los ovocitos 
fecundados, los procesos de ovulación y fecundación y, por último, el correcto desarrollo de la 
interacción materno-embrionaria (Carson et al., 2000). 
 
1.3. Factores reguladores de la implantación. 
 
La implantación es el mecanismo por el cual el embrión se adhiere al epitelio endometrial 
de la hembra estableciendo diferentes interacciones con éste. Este fenómeno presenta distintas 
etapas, de las que la primera de ellas será la aposición del blastocisto en el epitelio endometrial. 
Esta primera etapa ocurre hacia el quinto día después de la fecundación. Posteriormente, hacia 
los días sexto y séptimo, llega la segunda etapa de la implantación, esto es, la fase adhesión en 
la que el blastocisto establecerá una conexión física con el endometrio. Finalmente llega la última 
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etapa, en la que se produce una invasión del endometrio por parte de las células trofoblásticas, 
de forma que se rompe la lámina basal endometrial alcanzando vasos sanguíneos maternos, 
además de crear nueva vascularización para su supervivencia.  
 
Los mecanismos de regulación del fenómeno de implantación no se conocen totalmente. 
Para que ésta se efectúe correctamente es necesario, en primer lugar, la presencia de un 
blastocisto capaz de implantarse y, en segundo, el desarrollo de un endometrio susceptible de 
albergar a este blastocisto desarrollado. La regulación de estas dos acciones viene dada, en 
mayor o menor grado, por hormonas esteroides ováricas (Figura 1.3ª) y, en concreto, por la 
progesterona. Esta hormona ovárica será la responsable de la preparación del tracto reproductor 
para la implantación del zigoto y el mantenimiento posterior de la gestación. La síntesis de 
progesterona es uno de los primeros pasos en la síntesis de andrógenos y estrógenos en el 
interior de las células de la teca. Sin embargo, el principal productor de esta hormona es el 













Figura 1.3a. En el esquema se muestran algunas de las relaciones más importantes entre hormonas sexuales y sus 
receptores, indicando su regulación positiva o negativa. Además, se muestra como ejemplo, uno de los factores 
producidos por el embrión, en concreto el Interferón τ, citoquina con actuación demostrada en el proceso de 
implantación en rumiantes.  
 
 
Después de la fijación del embrión en el endometrio uterino, es fundamental que se 
establezca una comunicación entre blastocisto y útero para dar lugar a la formación de la 

















el colesterol aportado por la circulación materna en progesterona, que liberará para el 
mantenimiento de la implantación, placentación y posterior desarrollo fetal (Spencer et al., 2004). 
Esta hormona se ha sugerido como uno de los factores que regulan la invasión por parte del 
trofoblasto mediante la inhibición de diferentes endopeptidasas, como las Metaloproteinasas de 
Matriz MMP-2 o la MMP-9 (Shimonovitz et al., 1998; Goldman y Shalev, 2006). Además, 
diferentes trabajos han demostrado la actuación de estas MMP que, mediante diferentes 
receptores intracelulares, son capaces de inducir la activación de genes que codifican distintos 
factores reguladores (Beato, 1989; Spelsberg et al., 1989; Evans y Itoh, 2007). 
 
Dado que el primer fenómeno necesario para una correcta implantación es la presencia 
de un blastocisto capaz de implantarse, los primeros mecanismos de regulación de dicha 
implantación serán los que den lugar a un blastocisto que pueda adherirse e interaccionar 
posteriormente con el endometrio materno. Por tanto, para que esta implantación ocurra es 
necesario, en primer lugar, el desarrollo del embrión hasta el estadio de blastocisto en el que se 
producirá la diferenciación de dos tipos celulares iniciales, el trofoblasto que dará lugar a la 
placenta, y la masa celular interna o embrioblasto, que dará lugar al embrión. De esta forma, las 
células trofoblásticas se diferenciarán y perderán su pluripotencialidad, mientras que las células 
de la masa celular interna seguirán siendo pluripotentes, ya que tendrán que dar lugar más 
adelante a los diferentes tipos celulares. 
 
Esta pérdida de pluripotencialidad por parte del trofoblasto es fundamental para la 
posterior adhesión al endometrio por parte del blastocisto y está regulada por un gran número de 
factores, tanto epigenéticos como reguladores de la transcripción, que influyen en la actividad de 
muchos otros transcritos que afectan al correcto desarrollo del blastocisto. De estos factores 
reguladores, se les ha dado una importancia mayor a dos de ellos que, además, presentan 
homeodominios en sus estructuras. Éstos son el gen Oct4 (perteneciente a la familia génica 
POU) y Nanog, que se expresan de forma predominante en células pluripotentes. Otros 
productos de transcripción relevantes en el proceso de desarrollo embrionario que se han 
encontrado en células pluripotentes son las proteínas Sox2, Stat3, Cdx2 y las proteínas de unión 
Gata4 y Gata6 (Boyer et al., 2006). 
 
En la tabla 1.3a se muestran diferentes factores de transcripción relacionados con esta 
pluripotencialidad en diversos organismos. En muchos de ellos, se conoce el fenotipo que se 
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obtiene al perder la funcionalidad de dicho transcrito (organismos knock-out) o bien, cuando el 






Tabla 1.3a. Factores de transcripción relacionados con la pluripotencialidad celular, indicando sus ligandos, células 
que los expresan, y fenotipos que éstas presentan por ganancia o pérdida de la función de dicho factor. 
Fenotipo por pérdida de función 
Factor de 
Transcripción 












Germinales, Masa Celular 
Interna (ICM), Epiblasto, 





















Mórula, ICM, Epiblasto, 
Células de Carcinoma 
Embriónico, Células 

























Oocito, ICM, Epiblasto, 
Células Germinales, 





Letal en Blastocisto, 










Amplia gama de tipos 
celulares 
Letal en Blastocisto 
Diferenciación en 
Endodermo primario y 
Mesodermo (la 
señalización por Stat3 
es indispensable en 
Stem Cells de humano) 
Renovación Celular 





Células externas en 
Mórula, Células de 
Trofoectodermo 
Letal en Blastocisto 




Contribución Normal en 
todas las líneas 



























Puede generar miocitos 
cardíacos, pérdida de 
función de generación 
de Endodermo Visceral 




La siguiente etapa en el proceso de implantación es la adhesión, en la que el blastocisto 
entrará en contacto físico con el endometrio materno. En esta etapa intervienen un gran número 
de productos de transcripción entre los que se encuentran factores de crecimiento, moléculas de 
adhesión y citoquinas. Estas moléculas serán importantes ya que, en este punto, será necesario 
no sólo que el blastocisto siga desarrollándose, si no que, además, debe tanto adherirse al 
endotelio uterino como evitar ser atacado por el sistema inmune de la hembra. Se ha observado 
que, probablemente debido a la progesterona, la membrana epitelial apical forma unas 
estructuras o pinopodos en el útero  (Figura 1.3b) que podrían favorecer la adhesión del 
trofoblasto y que, en este fenómeno de adhesión, intervendría la E-cadherina, molécula presente 
en los pinopodos. Posteriormente, estudios in vitro demostraron que no existía contacto directo 




Figura 1.3b. Detalle de la superficie del lumen endotelial de rata en el día 6 posterior a la implantación. Muchas de 
las células que se observan presentan pequeños microvillis pero sólo algunos pinopodos pueden verse proyectados 
en la superficie (Lopata et al., 2002). 
 
 
Las integrinas, glicoproteínas heterodiméricas de membrana, también se han 
relacionado con este fenómeno de adhesión. Sus diferentes subunidades se han encontrado en 
el endometrio y se ha demostrado que su cantidad y tipo difieren según el momento del ciclo 
reproductivo. También se ha observado la producción de subunidades de esta proteína en el 
trofoectodermo. El trofoblasto modula el tipo de subunidad que expresa durante la invasión y la 
diferenciación y, según el tipo de subunidad, será capaz de utilizar uno u otro ligando (Bowen y 




Subunidades Ligandos Tipo Celular Especie 
α1β1 Laminina, Colágeno, Perlecan Embrión Ratón 
  Trofoblasto Humano, Cerdo 
  Epitelio uterino Cerdo 
α2β1 Colágeno Embrión Ratón 
  Epitelio uterino Humano 
  Ovocito Roedores 
  Granulosa Rumiantes 
  
Células de la 
Teca 
Rumiantes 
α3β1 Colágeno, Fibronectina, Laminina Embrión Humano 
  Trofoblasto Humano, Cerdo 
  Epitelio uterino Humano, Cerdo 
  Ovocito Roedores 
  Granulosa Rumiantes 
  




Fibronectina, Molécula de Adhesión Celular 
Vascular 1 (VCAM-1) 
Embrión Humano 
  Trofoblasto Ratón, Cerdo 
  Epitelio uterino Humano, Cerdo 
α5β1 Fibronectina, Vitronectina Embrión Ratón 
  Trofoblasto Humano, Cerdo 
  Epitelio uterino Cerdo 
  Ovocito Roedores 
α6β1 Laminina Embrión Ratón, Humano 
  Trofoblasto Humano 
  Epitelio uterino Humano 
  Ovocito Roedores, Primates 





Tabla 1.3c.  
Subunidades Ligandos Tipo Celular Especie 
α7β1 Laminina Embrión Ratón 






Epitelio uterino Humano, Cerdo 







Ovocito Roedores, Primates 
Granulosa Rumiantes 




Perlecan, Fibronectina, Vitronectina, 
Osteopontina, Factor de von Willebrand, 
Fibrinógeno, Sialoproteina Ósea 1 (BSP-1), 
Molécula de Adhesión Celular Endotelial de 
Plaquetas (PECAM-1) 
Epitelio Ovárico Rumiantes, Primates 
Embrión Humano 
Trofoblasto Humano 
Epitelio uterino Humano 
αVβ5 Fibronectina, Vitronectina, Osteopontina 
Ovocito Roedores 
Embrión Humano 
Trofoblasto  αVβ6 Fibronectina, Tenascina 
Epitelio uterino Humano 
αIIbβ3 
Fibronectina, Fibrinógeno, Factor de von 
Willebrand, Vitronectina 
Embrión Ratón 
Tablas 1.3.b y 1.3.c En las tablas se muestran las principales combinaciones de las dos subunidades que componen 
el dímero Integrina, indicando sus ligandos y el tipo celular y el organismo donde se ha demostrado su expresión 






La última etapa de la implantación se produce cuando las células trofoblásticas proliferan 
en el endometrio materno para alcanzar los vasos sanguíneos, provocando un proceso de 
angiogénesis. Esta última etapa puede suceder de distintos modos, según la especie. Tanto en 
conejos como en humanos, se produce una invasión por parte de las células del trofoblasto en el 
endometrio materno estableciendo uniones gap con las células endometriales. En este punto, la 
presencia de factores relacionados con la adhesión y también con la neovascularización es 
fundamental para que el blastocisto se implante correctamente (Figura 1.3c).  
 
Figura 1.3c. Esquema donde pueden observarse algunas moléculas cuya acción es fundamental en el proceso 
implantatorio y la relación entre ellas (adaptado de Bowen y Burghardt, 2004). 
 
 
1.4. Elección de los genes objeto de estudio. 
 
La calidad y correcto desarrollo de los óvulos fecundados está controlada mediante 
numerosos genes que se expresan en los embriones antes del momento de la implantación. Uno 
de estos genes es el gen POU5F1, perteneciente a la familia de factores de transcripción POU. 
Dicho gen presenta un transcrito llamado Oct4, que es el factor de transcripción expresado de 
forma más temprana. Este transcrito es crucial para el desarrollo pre-implantacional (Nichols et 
al., 1998; Li et al., 2001; Erhardt et al., 2003) y, además, ha sido relacionado con procesos de 
diferenciación celular en distintas especies de mamíferos (Pesce et al., 1998; Hansis et al., 
2001). La importancia de la actividad de este factor de transcripción durante el desarrollo se ha 
demostrado ya que, uniéndose al ADN, es capaz de actuar como activador o represor de 
multitud de genes que se expresan durante el desarrollo embrionario temprano (Smith et al., 
2007). Por ejemplo en ratones, su expresión es crucial, dado que tanto el ARN mensajero como 
el resultado proteico de su traducción se han encontrado en zigotos de ratón cuyos núcleos 
Citoquinas maternas 
y fetales 
Señal biológica o 
asociación física 










estaban en división, mientras que en blastocistos en etapas de expansión, tanto el ARN 
mensajero como la proteína se encontraban exclusivamente en la masa celular interna (Li et al., 
2001; Erhardt et al., 2003). Por otro lado, el Oct4 es producido por células indiferenciadas (Stem 
Cell) embrionarias, células del epiblasto y células de la línea germinal, además de haber sido 
detectado en células adultas pluripotentes (Schöler et al., 1990; Rosner et al., 1991; Jiang et al., 
2002). Incluso se ha encontrado la proteína producto del Oct4 tanto en la masa celular interna 
como en el trofoectoderno de blastocistos expandidos en bovinos y porcinos. Distintos estudios 
han demostrado que este transcrito presenta efectos reguladores de genes relacionados con la 
formación del citoesqueleto celular y con procesos como la apoptosis, ciclo celular y otros 
procesos metabólicos. Por tanto, el estudio del transcrito Oct4 en embriones puede ser un 
excelente indicador de la habilidad para desarrollarse de blastocistos pre-implantacionales y, por 















Figura 1.4a. En la figura se muestran las relaciones de algunos factores relacionados con la calidad embrionaria y 
con la diferenciación celular en el desarrollo de los diferentes estadios de un zigoto de ratón. Aparecen en rojo los 
transcritos que inhiben la ruta y en azul, los que activan (adaptado de Roberts et al. 2004). 
 
 
Por otro lado, algunos factores de crecimiento también pueden afectar a la maduración y 
diferenciación de los blastocistos, además de actuar en la interacción útero-embrión. Uno de 
estos factores es la superfamilia de Factores de Crecimiento Transformantes (TGF) cuyos 
miembros están directamente relacionados con la remodelación epitelial y los procesos 






























de blastocistos (Figura 1.4b), además de modular las interacciones entre útero y embrión durante 




















































Figura 1.4b. En la figura se muestra un esquema de la presencia y función de TGF-β en diferentes tipos celulares 
relacionados con la implantación, al igual de la relación de esta molécula con otras que también presentan funciones 
importantes durante este proceso; ST: sincitiotrofoblasto, VT: capa interior vellosidades del citotrofoblasto; MIC-1: 
citoquina inhibidora de macrófagos; Str: células del estroma; Dec: células del decidua; TGF: Factor de Crecimiento 
Transformante; EVT: capa externa vellosidades del citotrofoblasto; CC: columna celular; MF: macrófagos titulares; 
MMP: Metaloproteinasas de matriz; BMP: proteína morfogenética ósea; uNK: células Natural Killer (NK) 
indiferenciadas (adaptado de Jones et al. 2006). 
 
 
Otro importante proceso relacionado con las pérdidas pre-implantacionales en conejo y 
otros mamíferos es la adhesión al epitelio luminal uterino. Este proceso comprende una cascada 
de adhesión que ocurre durante la implantación y está regulado por diferentes proteínas y 
factores. Las integrinas, unos de los factores más importantes asociados a este proceso, son 
glicoproteínas dominantes en esta cascada de adhesión. Estas proteínas de membrana son 
heterodímeros catión-dependientes compuestas por dos subunidades, α y β, que unen varios 
componentes extracelulares de la matriz y otras moléculas de adhesión. De esta forma, actúan 
como mediadoras en la diferenciación celular, motilidad y adhesión propiamente dicha (Hynes, 
2002). Las alteraciones en la expresión de diferentes subunidades de estas integrinas se han 
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relacionado, por ejemplo, con casos de infertilidad en mujeres (Lessey et al., 1992) y, además, 
diferentes trabajos muestran que la presencia de algunas subunidades no funcionales de estas 
integrinas, en concreto la β3, reduce el número de lugares de implantación en conejos (Illera et 
al., 2003). En otras especies, como por ejemplo, en cerdos, ovejas, cabras y vacas, la expresión 
de distintas subunidades de integrina se ha relacionado con implantaciones no invasivas (Bowen 
et al., 1996; Guillomot, 1999; Kimmins y McLaren, 1999; Van der Flier y Sonnenberg, 2001).  
 
Además, el proceso de adhesión puede verse afectado por diferentes factores de 
crecimiento que regulan la vascularización y la motilidad celular. Uno de ellos es el Factor de 
Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF), relacionado con la vascularización de novo en 
distintos procesos como la implantación, embriogénesis, ciclo menstrual, desarrollo de cuerpos 
lúteos, desarrollo de folículos ováricos y también, tumorigénesis (Ferrara et al., 1998). Artini et al. 
(2008) han demostrado que la expresión de VEGF aumenta conforme el embrión se desarrolla 
en humanos. Otro de los factores de crecimiento relacionado con los procesos de implantación y 
adhesión es el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF). Realmente, el EGF comprende una 
familia de factores que se ha demostrado están relacionados con la implantación, promoviendo 
la proliferación y diferenciación en embrión y útero (Tamada et al., 1999). Esta familia está 
formada por siete ligandos y cuatro receptores con actividad tirosin-quinasa, codificados por la 
familia génica erbB. Estos receptores difieren entre sí en la especificidad del ligando y en su 
actividad quinasa pero la expresión de todos ellos se ha visto en embriones y útero de diferentes 
especies, con lo que su relación con el proceso implantatorio es muy conocida. En concreto, se 
han encontrado receptores de EGF en embriones de distintas especies de mamíferos, como por 
ejemplo en rata (Johnson y Chatterjee, 1993), ratón (Brown et al., 2004) y humano (Pringent et 
al., 1992). 
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Figura 1.4c. Esquema de mecanismos de señalización en los que el VEGF contribuye al fenómeno de angiogénesis 
y su participación en el desarrollo de la interfaz útero-placentaria mediante cambios proliferativos, invasivos, de 
vasodilatación y de permeabilidad, esenciales para la invasión celular y angiogénesis; VEGF: Factor de Crecimiento 
del Endotelio Vascular; BK: Bradiquina; eNOS: Óxido Nítrico Sintasa endotelial; PLC: Fosfolipasa C; DAG: 
Diacilglicerol; IP3: Inositol (1,4,5)-trifosfato; PKC: Protein Quinasa C; MAPK: Proteína Quinasa Mitógeno-Activada; 
FAK: Quinasa de Adhesión Focal; PI3K: Fosfoinositol 3-Quinasa; Erk: Quinasa reguladora Extracelular; HSP: 
Proteína de Choque Térmico; CaM: Calmodulina; EC: Célula Endotelial (adaptado de Valdes et al. 2008). 
 
 
El reconocimiento materno-embrionario incluye la expresión de diferentes citoquinas 
observadas en numerosas especies (Sharkey, 1998, Bazer et al., 2009). El embrión sintetiza 
factores que previenen la activación local de células citotóxicas y que estimulan la producción de 
citoquinas (Linnemeyer y Pollack, 1993). Algunas de estas citoquinas son interferones. Estos 
interferones pueden clasificarse en dos familias, interferones de tipo I y de tipo II. La familia de 
interferones tipo II está compuesta por un único gen, cuyo producto es el Interferón γ (De Maeyer 
y De Maeyer-Guignard, 1988), considerado el producto primario de las células T y que se ha 
encontrado en diferentes tipos desde células de trofoblasto porcino (Lefèvre y Boulay, 1990) 
hasta células de la placenta o de membranas embrionarias humanas (Aboagye-Mathiesen et al., 
1995; Bazer et al., 1997). El otro tipo de interferones (tipo I) está compuesto por diferentes 
subtipos con propiedades biológicas similares y, probablemente, con un mismo receptor. En el 
tipo I se incluyen los Interferones α-, β- δ- y ω-, además del conocido Interferón τ. Cada subtipo 
es diferente de los otros respecto a la secuencia aminoacídica y a sus propiedades serológicas, 
aunque todos han sido relacionados de una forma u otra con el reconocimiento materno-






claro y estudiado es el del Interferón τ en rumiantes, que es sintetizado por embriones de vaca, 
cabra y oveja, actuando como señal de reconocimiento durante la gestación (Bazer et al., 1997). 
Los distintos subtipos de interferones sintetizados por el trofoblasto se han detectado en 
rumiantes (Imakawa et al., 1987; Charpigny et al., 1988) pero también en otras especies como 
cerdos (Cross y Roberts, 1989), humanos (Aboagye-Mathiesen et al., 1995), gansos (Li et al., 
2007), ratones (Fung et al., 2004) y conejos (Kawasaki et al., 1992; Godornes et al., 2007). En 
concreto, el Interferón ω (Charlier et al., 1993) y el γ (Muscettola et al., 2003) se han relacionado 






































 2.1. Caracterización reproductiva de los animales objeto de estudio, pertenecientes a 
dos líneas de conejo seleccionadas: inducción de la ovulación, tasa de ovulación, embriones 
implantados a 12 días, tamaño de camada y niveles de progesterona sérica a 12 días. 
 
 
 2.2. Cuantificación relativa de la expresión de diferentes genes relacionados con el 
desarrollo pre-implantacional, diferenciación celular y pluripotencialidad (Oct4, TGF-β), adhesión 
y vascularización de novo (subunidad β3 de la integrina, VEGF y erbB3), y reconocimiento 
materno-embrionario (Interferones ω y γ) en blastocistos morfológicamente normales de las dos 






















































III. MATERIAL Y MÉTODOS 
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Este trabajo fue realizado en las instalaciones de la Universidad Politécnica de Valencia. Se 
utilizaron hembras provenientes de dos líneas de selección, la línea A de origen Neozelandés 
blanco seleccionada desde 1980 durante 39 generaciones por tamaño de camada al destete 
mediante un índice de selección familiar, y la línea sintética R seleccionada desde 1992 durante 
25 generaciones por crecimiento post-destete mediante un índice individual (28-63 días, Estany 
et al., 1992).  
 
 




3.2. Experimento 1. Caracterización de parámetros reproductivos. 
 
 3.2.1. Manejo reproductivo. 
 
 Se utilizaron 116 hembras adultas de más de dos partos provenientes de dos líneas de 
selección, la línea A (n=55) y la línea sintética R (n=61). Cada una de las hembras utilizadas 
para este trabajo experimental, fueron montadas como mínimo en dos ocasiones por machos de 
fertilidad probada pertenecientes a su misma línea de selección y asignados a cada una de las 
hembras atendiendo a su genealogía, y siguiendo, por tanto, el manejo habitual en el marco del 
programa de selección. 
 
LINEA    R LINEA    A 
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 3.2.2. Laparoscopia de diagnóstico gestacional. 
 
Se realizaron, desde octubre hasta mayo de 2009, un total de 154 laparoscopias a los 12    
días post-monta con el fin de observar la tasa de ovulación y el número de embriones 
implantados (en desarrollo o en regresión). A las conejas se les inyectó intramuscularmente 0,5 
mL de una solución al 2% de Clorhidrato de xilacina [(clorhidrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-
4H-1,3-tiazina, Rompún, Bayer]. Tras 5 minutos, las conejas recibían vía venosa 2 mL de una 
solución de ketamina (Imalgene, 50mg/mL). Las conejas se situaban decúbito supino sobre un 
potro inclinado 45º. Se preparaba el campo de intervención, pelando las zonas de inserción de 
trócares y vainas, lavando y desinfectando las mismas con una solución de yodo. Una vez 
distendido el abdomen mediante la introducción de CO2 con una cánula de Verres, se realizaban 
dos punciones a 6-8 cm. por debajo del extremo del esternón entre el segundo y tercer par de 
mamas, con los trocares y vainas correspondientes al laparoscopio y a la sonda de palpación 
(5mm. de diámetro). Tras la intervención, se desinfectaban las heridas con una solución de yodo 
y se aplicaba un spray acrílico para proteger las heridas. Se les administraba 1 mL de antibiótico 
que contenía penicilina G sódica (75.000 UI), penicilina G procaína (175.000UI) y sulfato de 
dihidroestreptomicina (312,5 mg) (Penivet 1, Divasa Farmavic, S.A., Barcelona, España) para 
evitar complicaciones posteriores derivadas de la cirugía y, pasados 30 minutos de post-
operatorio, la coneja era devuelta a su jaula.  
 
 3.2.3. Obtención de suero sanguíneo. 
 
La obtención de suero sanguíneo se realizó a un total de 30 hembras multíparas de la 
línea R y 40 hembras de la línea A a los 12 días de gestación. Para ello, se extrajo sangre de la 
vena central de la oreja mediante un tubo Vacutainer heparinizado. Posteriormente, estos tubos 
se centrifugaron a 3000 g durante 10 min. con el fin de separar el suero, que se congeló a -80ºC 
para su posterior análisis. 
 
 3.2.4. Cuantificación de los niveles de progesterona sérica.  
 
El análisis de las muestras de suero obtenido de las conejas se realizó mediante una 
técnica de ELISA en ensayo directo. Se analizaron en cada una de las placas dos controles, de 
2,5 y 10 ng/mL, además de las muestras estándar con rango de entre 0 y 30 ng/mL, con el fin de 
obtener una recta de calibrado y conocer la cantidad de antígeno, en nuestro caso, progesterona 
 35 
(esteroide C21, pregn-4-ene-3,20 diona) presente en las muestras problema. Finalmente, se 
midió la densidad óptica (DO) a 450 nm, que es la medida donde emite color el sustrato TMB 
(tetrametilbenzidina) para el enzima utilizado, en nuestro caso, la peroxidasa de rábano. La 
sensibilidad de esta técnica de ELISA en ensayo directo es de 0,1 ng/mL. 
 
Para ello, se incubaron 50 µL de cada una de las muestras de suero junto con 100 µL del 
enzima conjugado (peroxidasa de rábano) durante 1 hora a 37ºC. Después de realizar 5 lavados 
de las placas, se añadieron 100 µL de TMB y se incubó otros 10 min. a temperatura ambiente 
(18-28ºC). Posteriormente, se añadieron 50 µL de solución de Parada de la reacción (Rabbit 
Progesterone Elisa Test, Endocrine Technologies, Inc. Newark, USA). Finalmente, se leyó la 
absorbancia a 450 nm mediante el sistema VICTOR XTM Multilabel Plate Readers (Perkin Elmer, 
USA). 
 
         
Figura 3.2.1. Detalle del momento de realización del método Elisa para cuantificar niveles séricos de progesterona. 
 
 
 3.2.5. Análisis estadístico. 
 
El análisis de las características reproductivas estudiadas para cada una de las líneas, 
tasa de ovulación (TO) como número de cuerpos lúteos contados en los dos ovarios de la 
hembra en el momento de realizar la laparoscopia, número de embriones implantados (EI) como 
número de embriones implantados en los cuernos uterinos y contados en el momento de realizar 
la laparoscopia, número de nacidos totales (NT) y número de nacidos vivos (NV) y, para los 
niveles de progesterona sérica (Prog), se realizó un modelo lineal general en el que se 
incluyeron los efectos fijos línea (A y R), lactación (lactante y no lactante) y su interacción. La 
tasa de ovulación se incluyó como covariable en el análisis del número de embriones 
implantados y niveles séricos de progesterona, y el número de embriones implantados se incluyó 
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como covariable en el análisis del número de nacidos totales y nacidos vivos, así como para el 
análisis de los niveles de progesterona: 
Para el análisis de la inducción de la ovulación se realizó una regresión logística en la 
que se incluyeron como efectos fijos la línea y el estado de lactación, además de la interacción 
entre ambos. Los modelos utilizados para los análisis estadísticos fueron los siguientes: 
Tasa de Ovulación: yijk = µ + Líneai + Lactaciónj + (Línea*Lactación) + εijk 
Embriones Implantados: yijk = µ + b*TO + Líneai + Lactaciónj + (Línea*Lactación) + εijk 
Nacidos Vivos: yijk = µ + b*EI + Líneai + Lactaciónj + (Línea*Lactación) + εijk 
Nacidos Totales: yijk = µ + b*EI + Líneai + Lactaciónj + (Línea*Lactación) + εijk 
Niveles de Progesterona: yijk = µ + b*TO + Líneai + Lactaciónj + (Línea*Lactación) + εijk 
                                         yijk = µ + b*TO + Líneai + Lactaciónj + (Línea*Lactación) + εijk 
Inducción de Ovulación: yij = eb/ (1 + eb),  
siendo b = α0 + Líneai + Lactaciónj + (Línea*Lactación) 
Por último, se realizó un test de Fisher con el fin de detectar posibles diferencias entre 
las pérdidas totales tanto pre- (hembras ovuladas pero con ningún embrión implantado) como 
post-implantaciones (hembras con embriones implantados pero sin nacidos totales) para los 
efectos fijos estudiados. Se consideraron como significativos los resultados cuyo valor P fue 
menor de 0,05 (intervalo de confianza del 95%) para todos los análisis realizados. Todos los 
análisis estadísticos se realizaron mediante el paquete estadístico Statgraphics 5.1. 
 
 
3.3. Experimento 2. Expresión génica en blastocistos de 5 y 6 días de las líneas A y R. 
 
 3.3.1. Obtención de blastocistos. 
 
Las hembras nulíparas utilizadas para este experimento fueron inseminadas mediante 
mezclas heterospérmicas de machos con fertilidad probada de cada una de las líneas, 
recuperadas mediante vagina artificial y diluidas 1:5 en una solución TRIS-Cítrico-glucosa 
habitual para el semen de esta especie. La ovulación fue inducida inmediatamente después de la 
inseminación artificial mediante una inyección intramuscular de 1 µg de acetato de buserelina. 
 
La recuperación de los blastocistos se realizó mediante laparoscopia a los 5 y 6 días 
post-inseminación siguiendo el procedimiento básico de laparoscopia descrito anteriormente con 
las modificaciones que se detallan a continuación. En esta intervención, la sonda de palpación se 
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sustituye por un fórceps atraumático de 5 mm. de diámetro con la final de sujetar los úteros a 
nivel de la unión útero-tubárica. Además, mediante una vaina y aguja epidural, se atraviesa la 
pared abdominal y cada uno de los cuernos uterinos, que se perfunden con 50 mL de medio de 
recuperación (PBS+BSA al 3%). La perfusión es recogida del fondo de la vagina con un catéter 
de Foley de dos vías conectado a una bomba de aspiración. Finalizada la recuperación, se 
desinfectan las heridas con una solución de yodo y se aplica un spray acrílico para proteger las 
heridas. Tras 30 minutos de post-operatorio, las hembras son devueltas a su jaula. 
                                                              
Figura 3.3.1a. Detalles del momento de realización de laparoscopia en el que se introduce la cánula de perfusión.  
 
 
Una vez recuperados los embriones, se evalúan y catalogan bajo lupa binocular para, 
posteriormente, ser guardados en medio de preservación de ARN (RNA Later®) a -80ºC. Sólo se 
utilizaron para el análisis los embriones con tamaños de entre 1200 y 1800 µm. para los 
blastocistos recuperados a los 5 días (figura 3.3.1), y de entre 3400 y 4800 µm. para los 
blastocistos recuperados a los 6 días post-inseminación. Se recuperaron embriones a 5 días de 
un total de 22 hembras (8 hembras de la línea A y 14 de la línea R) y a 6 días de un total de 19 
hembras (8 hembras de la línea A y 11 de la línea R).  
 
 
Figura 3.3.1b. Fotografía de blastocisto recuperado a los cinco días de gestación. 
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 3.3.2. Obtención de ARN mensajero y ADN complementario. 
 
Se extrajo el ARN mensajero total de los blastocistos recuperados de cada una de las 
hembras utilizando Trizol® y según las instrucciones del fabricante. Este ARN total se eluyó en 
un volumen final de 10 µL. Se evaluó la calidad y cantidad del ARN extraído mediante el cálculo 
del ratio de absorbancias a 260 y 280 nm en un espectrofotómetro y dando como válidos 
aquellos ARN que presentaron concentraciones de entre 20 y 30 ng/µL, y ratios iguales o 
superiores a 1,8. Posteriormente, las muestras se trataron con enzima DNAsa para evitar 
contaminaciones con ADN y se incubaron a 42ºC durante 2 minutos con el fin de inactivar la 
enzima. Se procedió a realizar la transcripción reversa, añadiendo a las muestras una enzima 
con actividad transcriptasa reversa y cebadores aleatorios con una incubación posterior de 15 
minutos a 42ºC para activar la enzima y facilitar la unión de los cebadores. Finalmente, se 
inactivó la reacción mediante la incubación de las muestras a 95ºC durante 3 minutos. El ADN 
complementario obtenido se guardó a -20ºC hasta su utilización. 
 
 3.3.3. Cuantificación por PCR en Tiempo Real. 
 
La cuantificación relativa de los genes objeto de estudio se realizó mediante la Reacción 
en Cadena de la Polimerasa a Tiempo Real (PCR) con el termociclador modelo 7500 de Applied 
Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los cebadores específicos para amplificar 
cada uno de los transcritos se diseñaron mediante la obtención previa de parte de sus 
secuencias en el GenBank del NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information) y posterior 
diseño de los mismos mediante el software Primer3 (SourceForge). Este diseño se llevó a cabo 
con una serie de restricciones para asegurar la especificidad de los cebadores diseñados. Las 
secuencias extraídas de GenBank, junto con los cebadores utilizados y el tamaño de amplificado 
obtenido se muestran en la tabla 3.3.3. 
 
Las reacciones de PCR se realizaron por triplicado para cada una de las muestras, con 
un volumen de reacción total de 50 µL, que consistía en 25 µL de Sybr Green Master Mix 
(Applied Biosystems, Foster City, CA), 25 µM de cada uno de los cebadores específicos y de 1 a 
10 ng de ADN complementario. El protocolo de PCR consistió en un paso inicial de activación de 
la enzima ADN polimerasa de 50ºC durante 2 minutos y un segundo paso de desnaturalización 
de 95ºC durante 15 segundos. Posteriormente, se sometió a las muestras a 45 ciclos de 95ºC 
durante 30 segundos, 60 segundos a la temperatura de unión específica de los cebadores de 
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cada uno de los genes a amplificar y finalmente, una etapa de extensión final a 72ºC durante 60 
segundos, donde se realizaba la medida de fluorescencia. Además, se añadió una curva de 
fusión (melting curve) que consistía en la medida constante de fluorescencia durante una rampa 
de temperaturas de entre 60 y 95ºC durante 20 minutos. Esta medida constante de fluorescencia 
asegura que la amplificación de cada gen es específica y correcta, ya que al realizar una rampa 
de temperaturas se consigue separar todas las hebras de ADN que se han amplificado cuando 
se alcanza la temperatura concreta de disociación del gen amplificado. De esta forma, si la PCR 
se ha realizado de forma específica y sólo se ha amplificado el gen diana, se obtiene una única 
medida de fluorescencia máxima a una temperatura concreta, la temperatura de disociación de 
la doble hélice de ADN para ese transcrito concreto. De esta forma, se comprueba y verifica la 
existencia de un único producto de amplificación (figura 3.3.3). 
Tabla 3.3.3. Cebadores específicos, secuencias de GenBank utilizadas para el diseño de éstos y tamaño del 
fragmento amplificado de cada uno de los transcritos analizados (Oct4 como transcrito del gen POU1F, subunidad 
β3 de la Integrina, Interferones ω48 y γ (IFN-ω48 and IFN-γ), VEGF como Factor de Crecimiento del Endotelio 
Vascular, erbB3 como Receptor 3 del Factor de Crecimiento Epidérmico, TGF-β como Factor de Crecimiento 
Transformante β y β-actina como gen de referencia (housekeeping) utilizado. 
Gen Secuencia de los cebadores utilizados 
Código en GenBank de la secuencia 
(Accesión Number GenBank) 





































Figura 3.3.3. La curva de fusión o melting curve indica la especificidad del producto amplificado. Si se ha amplificado 
un solo producto en la reacción de PCR, se observa un único pico, correspondiente a la temperatura de fusión de 
dicho producto de PCR. 
 
 3.3.4. Análisis de datos de la Reacción en Cadena de la Polimerasa en Tiempo 
Real. 
 
Para el análisis de los datos obtenidos mediante PCR en Tiempo Real, se realizó el 
cálculo del valor 2-∆∆Ct para cada una de las muestras (Livak and Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2001). 
En este trabajo en concreto, se utilizó como gen de referencia el gen de la β-actina. Una vez 
realizada la medición del gen de referencia y del gen diana, se calcula el ∆Ct, que será la 
diferencia entre los Ct (ciclo umbral) obtenidos para el gen de referencia y los obtenidos para el 
gen diana para cada una de las muestras. Una vez realizado esto, se calcula el ∆∆Ct, que será 
el valor calculado anteriormente y referenciado a un grupo control (calibrador). En nuestro caso, 
dado que las muestras provenían de dos líneas de selección distintas y a dos días de 
recuperación post-inseminación diferentes, se utilizó como valor de referencia o calibrador, el 
grupo que presentaba el mayor valor medio de ∆Ct para cada uno de los genes estudiados. 
Finalmente, la expresión relativa del gen se expresa como el logaritmo en base 10 de 2-∆∆Ct con 
el fin de normalizar los datos. 
 
  
 3.3.5. Análisis estadístico. 
 
El efecto de la línea y la edad de los blastocistos sobre el porcentaje de muestras que 
presentaban expresión para cada uno de los genes fueron estudiados mediante un test de chi-
cuadrado con corrección de Yates. Para el análisis de expresión génica relativa se utilizó un 
modelo lineal general en el que se incluyeron los factores línea y edad del blastocisto como 
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efectos fijos, además de su interacción. Se calcularon las correlaciones de Pearson para los 
resultados de expresión relativa por pares de genes estudiados, considerando como 
significativos los resultados cuyo valor P fue menor de 0,05 (intervalo de confianza del 95%) para 
todos los análisis realizados. Todos los análisis estadísticos se realizaron mediante el paquete 


















































4.1. Experimento 1. Caracterización de parámetros reproductivos. 
 
 4.1.1. Inducción de la ovulación, tasa de ovulación, número de embriones 
implantados y tamaño de camada. 
 
En las 154 laparoscopias realizadas (86 de la línea R y 68 de la línea A), un 54,7% de 
las hembras de la línea R ovularon frente al 83,8% de las hembras de la línea A (tabla 4.1). Por 
estados de lactación, también hubo diferencias significativas entre hembras para el parámetro 
inducción de la ovulación, siendo de un 75,2% el porcentaje de hembras lactantes frente al 51% 
de hembras no lactantes (tablas 4.1a y 4.1b). La interacción línea-lactación no fue significativa. 
 
La tasa de ovulación en las 104 conejas que habían ovulado (47 de la línea R y 57 de la 
línea A), fue similar entre las dos líneas y para los estados de lactación (14,1 ± 0,30 vs 13,9 ± 
0,39 para las líneas A y R, respectivamente, y 14,2 ± 0,30 vs 13,9 ± 0,56 para lactantes y no 
lactantes, tabla 4.1a). Tampoco fue significativa la interacción entre los factores fijos analizados. 
 
Sin embargo, se observó un efecto significativo de la línea sobre el número de 
embriones implantados el día 12 de gestación (93 conejas). Éstos fueron de 11,4 ± 0,43 para la 
línea R (37) y de 13,0 ± 0,41 para la línea A (56) (tabla 4.1.2a). El factor estado de lactación no 
fue significativo y tampoco la interacción línea-lactación. La introducción de la covariable tasa de 
ovulación (0,7 ± 0,08) no modificó la significación, ni para los factores ni para su interacción 
(tabla 4.1.2b). Respecto a las pérdidas totales pre-implantacionales, tan sólo una de las conejas 
de la línea A no presentó embriones implantados después de haber ovulado (1,8%) frente a 10 
hembras de la línea R (21,2% de las que habían ovulado, P<0,05). 
 
El análisis de la variable tamaño de camada, incluyendo o no el número de embriones 
implantados como covariable, mostró diferencias tanto en el número de nacidos totales como en 
el número de nacidos vivos entre las dos líneas, pero no para el estado de lactación ni para la 
interacción línea-lactación. La línea A presentaba un número total de nacidos de 10,9 ± 0,47 
(n=53) y 10,3 ± 0,49 de nacidos vivos, mientras que la línea R presentaba un número de nacidos 
totales de 7,0 ± 0,56 (n=26) y 6,3 ± 0,60 de nacidos vivos (P<0,05, tabla 4.1.2a). Respecto a las 
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pérdidas totales post-implantacionales, once hembras gestantes de la línea R (29,7% de las 
gestantes) y tres de la línea A (5,3% de las gestantes, P<0,05) no llegaron a parto, asumiendo 
un reabsorción total de los embriones implantados tras comprobar por palpación abdominal la no 
retención de feto alguno a los 34 días desde la monta. Los estados de lactación analizados no 
influyeron sobre esta variable. 
 
 4.1.2. Análisis de niveles séricos de progesterona. 
 
Se analizaron los niveles séricos de progesterona (ng por mL de suero) a los 12 días de 
gestación para un total de 40 hembras de la línea A y para 30 hembras de la línea R tanto 
lactantes (n=55) como para no lactantes (n=15) que hubieran ovulado. Los niveles de 
progesterona para ambas líneas y estados de lactación no fueron diferentes, siendo de 11,9 ± 
1,50 para la línea R, y de 9,9 ± 1,67 para la línea A y de 10,1 ± 1,05 para lactantes y 11,7 ± 1,99 
para no lactantes (tabla 4.1.2a). Al introducir como covariables la tasa de ovulación o el número 
de embriones implantados, los resultados obtenidos para los factores línea y estado de lactación 























  n IO (%) 
TO 
LSM ± ES 
 
EI 
LSM ± ES 
 
NT 
LSM ± ES 
NV 
LSM ± ES 
n* 
Prog 
 LSM ± ES 
LINEA A 68 83,8* 14,1 ± 0,30 13,0 ± 0,41* 10,9 ± 0,47* 10,3 ± 0,49* 40 9,9 ± 1,67 
 R 86 54,7* 13,9 ± 0,39 11,4 ± 0,43* 7,0 ± 0,56* 6,3 ± 0,60* 30 11,9 ± 1,50 
ESTADO Lactante 105 75,2* 14,2 ± 0,30 12,8 ± 0,30 9,3 ± 0,38 8,4 ± 0,40 55 10,1 ± 1,05 
 No lactante 49 51,0* 13,9 ± 0,53 11,6 ± 0,56 8,6 ± 0,70 8,2 ± 0,73 15 11,7 ± 1,99 




Tabla 4.1.2a. En la tabla se muestran los resultados obtenidos sin incluir covariables para las variables reproductivas estudiadas para cada uno de los efectos incluidos en el modelo, línea (A, 
R) y lactación (lactante, no lactante). IO: inducción de la ovulación, TO: tasa de ovulación, EI: número de embriones implantados a los 12 días de gestación, NT: número de nacidos totales, NV: 
número de nacidos vivos y Prog: niveles séricos de progesterona a los 12 días de gestación. LSM ± ES: medias ajustadas por mínimos cuadrados ± error estándar, n: datos analizados para 







  n 
EI  
LSM ± ES 
NT 
 LSM ± ES 
NV 
 LSM ± ES 
n* Cov. TO 
 LSM ± ES 
Cov. EI 
 LSM ± ES 
LINEA A 56 13,2 ± 0,30* 10,8 ± 0,42* 10,2 ± 0,47* 40 10,0 ± 1,65 10,1 ± 1,69 
 R 37 11,4 ± 0,31* 7,9 ± 0,54* 7,0 ± 0,61* 30 12,0 ± 1,49 11,5 ± 1,61 
ESTADO Lactante 73 12,7 ± 0,22 9,4 ± 0,34 8,4 ± 0,38 55 9,9 ± 1,04 10,1 ± 1,05 
 No lactante 20 12,0 ± 0,41 9,4 ± 0,64 8,8 ± 0,71 15 12,1 ± 1,98 11,4 ± 2,03 
TOTAL  93 12,3 ± 0,23 9,4 ± 0,36 8,6 ± 0,41 70 11,1 ± 1,08 10,8 ± 1,11 
Estima de la covariable   
0,69 ± 0,079 
(TO) 
0,49 ± 0,114 
(EI) 
0,37 ± 0,126 
(EI) 




Tabla 4.1.2b. En la tabla se muestran los resultados obtenidos para las variables reproductivas estudiadas para cada uno de los efectos incluidos en el modelo, línea (A, R) y lactación 
(lactante, no lactante). EI: número de embriones implantados a los 12 días de gestación incluyendo la tasa de ovulación como covariable en el análisis, NT: número de nacidos totales y NV: 
número de nacidos vivos, incluyendo el número de embriones implantados como covariable en ambos análisis, Prog: niveles séricos de progesterona a los 12 días de gestación, analizados 
incluyendo como covariable tanto la tasa de ovulación (Cov. TO), como el número de embriones implantados (Cov. EI), LSM ± ES: medias ajustadas por mínimos cuadrados ± error estándar, 
n: datos analizados para IO, TO, EI, NT y NV, n*: datos analizados para Prog. Datos estadísticamente significativos marcados con asterisco por efecto analizado
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4.2.- Experimento 2: Expresión génica en blastocistos de 5 y 6 días de las líneas A y R. 
 
 4.2.1. Eficiencia de la PCR en Tiempo Real. 
 
Para todos los genes objeto de estudio, se realizaron las curvas de fusión (melting 
curves) al final de cada reacción de PCR. La especificidad de los productos de PCR amplificados 
se confirmó por la presencia de un único pico de fluorescencia en estas curvas. Los coeficientes 
de correlación para la expresión relativa de cada uno de los genes estudiados presentó una 
variación de entre 0,95 a 0,99 y las eficiencias (E) de las reacciones de PCR oscilaron entre 1,93 
a 2,21, calculadas mediante la ecuación E = 10(-1/slope). Los coeficientes de variación interplaca 














Variación (CV %) 
β-actin -3,42 20,65 1,96 0,99 3,32 
Oct-4 -2,94 29,15 2,18 0,96 2,78 
β3-Integrina -3,10 29,63 2,10 0,95 0,92 
IFN γ -3,51 30,28 1,93 0,98 3,88 
IFN ω48 -2,89 35,09 2,21 0,97 3,38 
VEGF -3,43 30,27 1,96 0,99 3,66 
erbB3 -3,33 26,59 1,99 0,99 6,74 
TGF-β -3,04 32,29 2,14 0,99 1,24 
Tabla 4.2.1. En la tabla se muestra información relativa a las curvas de cuantificación relativa y eficiencias de las 
reacciones de PCR, además de los coeficientes de variación intraplaca para cada uno de los genes estudiados: β3-
Integrina como subunidad β3 de Integrina, IFN-γ y IFN-ω48 como Interferón γ y ω48 respectivamente, VEGF como 
Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular, erbB3 como Receptor 3 del Factor de Crecimiento Epidérmico, TGF-β 
como Factor β de Crecimiento Transformante y el gen de referencia (housekeeping) utilizado gene (β-actin). Los 
valores de la pendiente, eficiencia y correlación se han obtenido directamente del Termociclador de PCR en Tiempo 
Real. Las eficiencias de las reacciones de PCR se han calculado mediante la fórmula E=10(-1/slope). 
 
 
 4.2.2. Análisis de la expresión génica. 
 
Se obtuvo la expresión de todos de los genes sometidos a estudio a partir del ARN 
extraído de 5 blastocistos de cada una de las hembras. La subunidad αVβ3 del gen de la 
integrina presentó expresión en un bajo número de blastocistos recuperados en el día 5 post-
inseminación mientras que, prácticamente, todos los blastocistos recuperados en el día 6 
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presentaban expresión de dicho gen (54,5% versus 95,5%, figura 4.2.2a). No se observaron 
diferencias en los porcentajes de expresión entre líneas (figura 4.2.2a). 
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Figura 4.2.2a. Porcentaje de blastocistos de diferentes edades que expresan los genes estudiados: Oct4, subunidad 
-β3 de Integrina (Int-β3), Interferón γ (Ifn-γ), Interferón ω48 (Ifn-ω), Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular 
(VEGF), Receptor 3 del Factor de Crecimiento Epidérmico (erbB3) y Factor β de Crecimiento Transformante (TGF-β) 
en diferentes etapas de desarrollo embrionario (días 5 y 6 post-inseminación). Barras con diferentes letras en los 
valores de cada transcrito indican que éstos difieren significativamente ((P<0,05). 
 
 
La expresión relativa de Oct4, TGF-β y la subunidad de integrina estudiada no fue 
significativamente distinta en blastocistos recuperados el día 5 respecto a los recuperados el día 
6. Sin embargo, la expresión relativa de genes relacionados con la neovascularización (VEGF y 
erbB3) sí fue diferente según la edad de los blastocistos. Los valores de expresión relativa para 
el VEGF fueron de 0,86 ± 0,17 vs 0,12 ± 0,15 para blastocistos recuperados en el día 5 y 6 
respectivamente, mientras que para el erbB3 fueron de 0,72 ± 0,13 vs 0,02 ± 0,14 para los días 
5 y 6 respectivamente (figura 4.2.2b). De la misma forma, tanto el Interferon γ como el ω 
presentaron un incremento de su expresión en blastocistos de 5 días frente a los de 6 días. Los 
resultados medios de expresión relativa obtenidos para el Interferon γ fueron de 1,69 ± 0,30 vs 
0,19 ± 0,32, y para el Interferon ω fueron de 1,81 ± 0,27 vs 0,40 ± 0,29 para los días 5 y 6, 
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Figura 4.2.2b. Expresión relativa de ARN mensajero de todos los genes estudiados en diferentes momentos de 
desarrollo embrionario: Oct4, subunidad 3 de Integrina (Int-β3), Interferón γ (Ifn-γ), Interferón ω48 (Ifn-ω), Factor de 
Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF), Receptor 3 del Factor de Crecimiento Epidérmico (erbB3) y Factor β de 
Crecimiento Transformante (TGF-β) en diferentes etapas de desarrollo embrionario (días 5 y 6 post-inseminación). 
Barras con asterisco (* y **) en los valores de cada transcrito indican que éstos difieren significativamente ((P<0,05) 
Los valores se muestran como la media ± SEM. 
 
La expresión relativa de cada gen estudiado no presentó diferencias estadísticamente 
significativas entre blastocistos recuperados de hembras pertenecientes a las dos líneas de 
selección objeto de estudio (figura 4.2.2c) 
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Figura 4.2.2c. Expresión relativa de todos los genes estudiados en las dos líneas de selección: Oct4, subunidad β3 
de Integrina (Int-β3), Interferón γ (Ifn-γ), Interferón ω48 (Ifn-ω), VEGF como Factor de Crecimiento del Endotelio 
Vascular, erbB3 como Receptor 3 del Factor de Crecimiento Epidérmico y TGF-β como Factor de Crecimiento 
Transformante β. 
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En el análisis de las correlaciones entre la expresión relativa de los genes estudiados, se 
observó una correlación negativa entre Oct4 y genes relacionados con la neovascularización 
(VEGF y erbB3). Por el contrario, otros genes estudiados presentaron una correlación positiva 
entre sus niveles de expresión relativa, de forma que presentaron correlaciones positivas el Oct4 
respecto a la subunidad αVβ3 de la Integrina, el Interferón γ con el Interferón ω48, VEGF y 















Tabla 4.2.2. Correlaciones de Pearson entre la expresión relativa (expresada como el logaritmo en base 10 de 2-
∆∆Ct) de los genes estudiados: Oct4, subunidad β3 de Integrina (Integrin β3), Interferón γ (Ifn-γ), Interferón ω48 (Ifn-
ω48), VEGF como Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular, erbB3 como Receptor 3 del Factor de Crecimiento 
Epidérmico y TGF-β como Factor de Crecimiento Transformante β. La tabla muestra los coeficientes de correlación 
y los valores de P de esta correlación por parejas de genes. Las correlaciones estadísticamente significativas se 











 Integrina β3 IFN γ IFN ω48 VEGF erbB3 TGF-β 
Oct-4 
R = 0,6069* 
(P = 0,0035) 
R = -0,3655 
(P = 0,1033) 
R = -0,2737 
(P = 0,2300) 
R = -0,5642* 
(P = 0,0077) 
R = -0,4389* 
(P = 0,0465) 
R = -0,2496 
(P = 0,2753) 
Integrina β3  
R = 0,3883 
(P = 0,0820) 
R = 0,3287 
(P = 0,1457) 
R = -0,0228 
(P = 0,9218) 
R = 0,2772 
(P = 0,2238) 
R = -0,0114 
(P = 0,9607) 
IFN γ   
R = 0,6153* 
(P = 0,0030) 
R = 0,5452* 
(P = 0,0106) 
R = 0,7214* 
(P = 0,0002) 
R = 0,3876 
(P = 0,0826) 
IFN ω48    
R = 0,4689* 
(P = 0,0320) 
R = 0,5335* 
(P = 0,0127) 
R = -0,0201 
(P = 0,9310) 
VEGF     
R = 0,5166* 
(P = 0,0165) 
R = 0,4061 
(P = 0,0677) 
erbB3      
R = 0,1729 


































La selección por criterios productivos es habitual en diferentes especies pero los 
animales seleccionados por este criterio suelen presentar, al cabo de un número determinado de 
generaciones de selección, deficiencias en sus características reproductivas, fenómeno 
observado en diferentes especies de mamíferos como cerdos, ratones y conejos (Torres et al., 
1987; Bolet y Theau-Clément, 1994; Wilson et al., 1998; Ernst et al., 2000). En este trabajo se 
han estudiado los principales parámetros reproductivos de una línea de conejo seleccionada por 
velocidad de crecimiento (R), que presenta menores tamaños de camada que otras líneas de 
conejo maternales (como las líneas A ó V), pese a que, en estudios previos se ha podido 
observar que tanto su tasa de ovulación como el número de embriones en estadio de mórula o 
blastocisto temprano a las 72 horas de gestación son similares en estas líneas (Mehaisen et al., 
2004).  
 
La inducción de la ovulación en el conejo es un proceso en el que el desarrollo folicular, 
la coordinación neuro-endocrina y el comportamiento sexual confluyen, generalmente, para 
hacer de esta especie, una especie eficaz desde el punto de vista reproductivo. Pese a ser 
utilizada en un manejo reproductivo tradicional (las hembras con signos de receptividad son 
llevadas a la jaula del macho y, tras al menos dos montas efectivas, devueltas a sus jaulas), en 
la línea R tan sólo un 54,7% de las hembras ovularon, porcentaje muy por debajo del que se 
obtuvo en las hembras de la línea A en las mismas condiciones de manejo reproductivo (83,8%). 
Estos fallos de inducción de la ovulación en la línea R podrían deberse, por un lado, a una 
insuficiente sensibilidad hipotalámica-hipofisaria al 17β-estradiol, o bien, a causa de un deficiente 
reflejo neuroendocrino que provoque la secreción de GnRH y la correspondiente descarga 
hipofisaria de FSH/LH. Por otro lado, la menor tasa de inducción de la ovulación observada 
también podría ser debida a anomalías o deficiencias en el desarrollo folicular, que podrían 
sugerir la falta de receptores LH o la incapacidad de éstos para recibir la señal endocrina. Sin 
embargo, cuando las conejas de la línea R han sido utilizadas como donantes del banco de 
embriones, siendo para ello inseminadas de modo artificial e induciendo la ovulación con 
análogos sintéticos de GnRH, no se han observado hasta el momento fallos tan relevantes y 
significativos en la inducción de la ovulación por lo que, inicialmente, puede descartarse que los 
fallos reproductivos de inducción de la ovulación sean por problemas en los receptores de LH y 
centrarse en factores que interfieran la actividad hipofisaria, como el Factor de Crecimiento de 
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tipo Insulina I (IGF-1) (Navarrete Santos et al., 2008), la hormona leptina (Shen et al., 2007) y 
otros factores relacionados con la esteroidogénesis (Schmidt et al., 2008). 
 
Los resultados obtenidos muestran que la tasa de ovulación fue similar en las líneas 
objeto del estudio (A y R) y para los dos niveles de lactación estudiados (lactante y no lactante). 
Kermabon et al. (1994) observaron que el efecto de la lactación no afectaba a la tasa de 
ovulación, aunque sí a la receptividad. Otros autores han mostrado que la inducción de la 
ovulación es menor si la hembra está en periodo de lactación en el momento de la monta. De 
hecho, se ha demostrado que niveles elevados de prolactina tienen un efecto inhibitorio sobre la 
inducción de la ovulación, disminuyendo el número de ovocitos producidos por el ovario 
(Hamada et al., 1980; Lin et al., 1988; Yoshimura et al., 1992). Sin embargo, nuestros resultados 
muestran un efecto positivo de la lactación respecto a la inducción de la ovulación. Fortun-
Lamothe y Prunier (1999) estudiaron la relación entre lactación, balance energético y ovulación. 
Sus resultados muestran que no existen diferencias en la tasa de ovulación entre hembras 
lactantes y no lactantes en sistemas reproductivos semi-intensivos, aunque sí observaron un 
efecto de la lactación sobre la receptividad y, por tanto, sobre el desarrollo folicular y la 
esteroidogénesis. Los resultados obtenidos en este trabajo respecto a la tasa de ovulación 
concuerdan con estos datos, ya que no se observó efecto de la lactación 
 
Por otro lado, el efecto línea resultó significativo para el número de embriones 
implantados en el día 12 de gestación, de forma que hembras de la línea R presentaron un 
menor número de embriones implantados que la línea A, resultados que no varían al incluir la 
tasa de ovulación como covariable en el análisis. Estos resultados muestran que la línea R 
presenta una menor supervivencia embrionaria que la línea A, que implanta una media de 2,19 
embriones más (lo que representa un 94% de supervivencia embrionaria, frente al 81% de la 
línea R). Diferencias en la supervivencia embrionaria de líneas de conejo ya habían sido 
observadas en líneas de selección divergente por alta y baja capacidad uterina (Mocé et al., 
2004), donde se observaron supervivencias embrionarias mayores en las líneas seleccionadas 
por alta capacidad uterina.  
 
Por otro lado, la lactación no tuvo ningún efecto sobre el número de embriones 
implantados. En este sentido, existen resultados dispares en la bibliografía. Fortun-Lamothe et 
al. (1993) no observaron efecto alguno de la lactación en la supervivencia embrionaria-fetal hasta 
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el día 15. Sin embargo, Fortun-Lamothe y Prunier (1999) obtuvieron una tasa de implantación 
menor en hembras lactantes. 
 
El tamaño de camada también fue diferente entre hembras pertenecientes a una u otra 
línea, ya que tanto el número de nacidos totales como el número de nacidos vivos de la línea R 
fue menor de nuevo que los de la línea A, siendo el número de nacidos totales de la línea R 4,6 
gazapos inferior a la línea A y el número de nacidos vivos, de alrededor de 5 gazapos. Si se 
relaciona el número de nacidos totales respecto al número de embriones implantados a los 12 
días de gestación, obtenemos que la línea A presenta una supervivencia fetal en torno al 75,5% 
frente a tan sólo el 45,7% de la línea R. Santacreu et al. (2005) observaron diferencias 
significativas en las supervivencias embrionarias y fetales de dos líneas de conejo seleccionadas 
por alta y baja capacidad uterina. Con el fin de conocer si estas diferencias son debidas al 
genotipo materno, al embrionario o a la interacción entre ambos, Mocé (2003) y Peiró (2008) han 
realizado diversos estudios sobre el desarrollo embrionario temprano y sobre el desarrollo de 
embrionario-fetal a partir de transferencias recíprocas en ambas líneas, demostrando que la 
hembra es la principal causante de las pérdidas embrionarias y fetales. Otros autores, trabajando 
en diferentes especies, también apuntan al genotipo materno como el causante de estas 
diferencias en la supervivencia prenatal (Galvin et al., 1993, en cerdo; Bradford y Nott, 1969, en 
ratón).  
 
Al analizar los niveles de progesterona en suero sanguíneo de las hembras a los 12 días 
de gestación, los resultados obtenidos fueron similares para ambas líneas y, además, similares a 
niveles obtenidos en otros trabajos en este mismo momento de gestación (Nowak y Bahr, 1983; 
Gadsby, 1989). Siendo ésta una de las hormonas más importantes durante la gestación, sería 
necesario estudiar posibles variaciones post-implantacionales en los niveles séricos de 
progesterona o, incluso, si los receptores uterinos o embrionarios para esta hormona sufren 
algún tipo de modificación en su expresión o en su afinidad. A este respecto, Peiró et al. (2008) 
estudiaron la presencia de polimorfismos en el gen que codifica para el receptor de 
progesterona, observando que un cambio en un nucleótido podía estar relacionado con una 
diferencia en el tamaño de camada de 0,5 gazapos. 
 
En resumen, las hembras de la línea R, seleccionada por velocidad de crecimiento, 
presentan una baja productividad debida, de un lado, a un mayor número de fallos en la 
inducción de la ovulación. Por otro, muestran mayores tasas tanto de pérdidas embrionarias 
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tempranas totales y parciales (pre-implantatorias) como tardías totales y parciales (post-
implantatorias). Sin embargo su tasa de ovulación y sus niveles séricos de progesterona son 
idénticos a la línea A, utilizada en este trabajo como control reproductivo.  
 
En el segundo experimento, se ha abordado la evaluación de la expresión de diferentes 
genes relacionados con el proceso de implantación que podrían explicar parte de las pérdidas 
pre-implantacionales desde el punto de vista del genotipo embrionario, utilizando estas dos 
líneas como modelo. 
 
El proceso pre-implantatorio depende, en primer lugar, de que exista un correcto 
desarrollo de los embriones y, en segundo lugar, es necesario que los mecanismos de 
reconocimiento materno-embrionario funcionen de forma adecuada, no sólo con el fin de que se 
produzca la adhesión de los blastocistos sino, además, para impedir que el sistema inmunitario 
materno reaccione frente al embrión. Por último, también depende del proceso de adhesión, que 
implica la secreción de factores embrionarios y endometriales para favorecer la implantación y 
permitir el posterior desarrollo de la placenta (Bowen et al., 1996). En este trabajo, se ha 
estudiado la expresión relativa de genes relacionados con estos procesos en blastocistos de 
conejo en el momento anterior a su implantación. Estos genes objeto de estudio han sido el gen 
POU1F1, en concreto, su transcrito Oct4, el Factor de Crecimiento Transformante β (TGF-β) y el 
Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico (erbB3), además de Factor de Crecimiento del 
Endotelio Vascular (VEGF), como genes relacionados con la diferenciación celular y el correcto 
desarrollo embrionario (Pauken et al., 1999; Hansis et al., 2001), los Interferones γ y ω48 como 
genes relacionados con el reconocimiento materno-embrionario (Ijzermans y Marquet, 1989), y la 
subunidad β3 de la Integrina, como gen relacionado con la adhesión y migración molecular 
(Ferrara et al., 1998; Johnson et al., 2001). 
 
La expresión del gen Oct4 en la masa celular interna (ICM) de los blastocistos se ha 
relacionado en varias ocasiones con la diferenciación celular y se ha tomado como indicador de 
la calidad embrionaria en numerosas especies (Lonergan et al., 2003; Dode et al., 2006). La 
expresión de Oct4 no ha sido detectada en células indiferenciadas y, además, ésta aumenta 
conforme se incrementa el nivel de diferenciación celular (Pesce et al., 1998). Mamo et al. (2008) 
señalaban que la expresión de Oct4 es mayor en ovocitos y zigotos que en los estadios más 
avanzados de desarrollo, como son los de mórula y blastocisto. Los resultados de este trabajo 
muestran que la expresión de este gen no difiere estadísticamente en blastocistos de conejo de 
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5 y 6 días de vida, pese a que parece existir una tendencia no significativa a presentar mayor 
expresión en estos últimos. En un estudio previo realizado con blastocistos de 5 y 6 días de 
hembras multíparas en los que se analizó la expresión de este gen en cada embrión de forma 
individual, pudo observarse un aumento significativo de su expresión (Llobat y Vicente, 2008). De 
hecho, varios autores señalan que la expresión de Oct4 podría silenciar determinados genes, 
como diferentes tipos de interferones, cuya expresión está relacionada con el proceso de 
implantación en estadios más avanzados. A este respecto, Yamamoto et al. (1998) ya mostraron 
un silenciamiento del gen que codifica para el Interferón τ mediado por este transcrito. 
Relacionado con este hecho, en nuestro estudio hemos encontrado correlaciones negativas 
entre la expresión de Oct4 y las de otros genes relacionados con la implantación, como el VEGF 
y el erbB3, pero no con los interferones estudiados, aunque sí hemos observado una menor 
expresión relativa en blastocistos de 6 días de estos últimos. 
 
Tanto los interferones tipo I (ω48) como los de tipo II (γ) están relacionados con los 
procesos de reconocimiento materno-embrionario, con el fenómeno de neovascularización y con 
la actividad antiluteolítica que ocurre previamente a la implantación, así como con fenómenos de 
diferenciación del trofoblastema, sobre todo, los de tipo I (Hernández-Ledezma et al., 1993; 
Lefèvre et al., 2007; Bazer et al., 2009), procesos que tienen lugar entre el tercer y quinto día en 
el caso del conejo. Así, el blastocisto temprano (72-96 horas), tras una intensa remodelación de 
las cubiertas y un activo proceso de diferenciación y proliferación del embrioblastema y 
trofoblastema, se expande. Por otro lado, los interferones tipo II, cuyo único miembro es el 
Interferón γ, se han relacionado con la implantación en especies prolíficas como los cerdos, 
mostrando un papel muy importante en el desarrollo temprano embrionario (Cencic et al., 2002). 
Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que estas citoquinas (Interferones γ y 
ω48) se expresan en blastocistos de conejo y que lo hacen de modo más activo en blastocistos 
expandidos en el día 5 post-inseminación que en el día 6. Algunos autores han observado la 
producción de interferones ya en estadios embrionarios tempranos de conejo e indican que 
podrían intervenir en el estadio de blastocisto sobre la diferenciación del embrioblastema a 
epiblasto e hipoblasto, en el fenómeno de decidualización en el endometrio, además de estar 
asociados con una probable función autocrina favoreciendo la producción de receptores para 
interferones tanto en el embrión como en el endometrio (Bing et al., 2007). Además, la expresión 
de esta familia de citoquinas ha sido vinculada con la fertilidad en especies como la bovina u 
ovina a través del interferon τ, o en la especie porcina mediante el interferon γ (Hernández-
Ledezma et al., 1993 en bovino; Early et al., 2001 en ovino; Cencic et al., 2002 en porcino). En 
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resumen, ambos interferones podrían incrementar su expresión relativa en blastocistos de conejo 
de 5 días para favorecer, por un lado la expansión y diferenciación del blastocisto y, por otro, 
bloquear o reducir cualquier respuesta endometrial que comprometa su adhesión y su viabilidad. 
 
El TGF-β es un factor de crecimiento relacionado con el desarrollo de los blastocistos, el 
desarrollo vascular y las interacciones útero-embrionarias (Kamijo et al., 1998, Mallet et al. 
2006), además de con la reducción de la respuesta inmunológica (Ouellete et al., 1997). Sus 
niveles de expresión no se han visto afectados por la edad de los embriones analizados, 
probablemente debido a que, tanto el desarrollo embrionario como los mecanismos de 
protección inmunológica en los que está implicado, no han cesado. 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que, al igual que los interferones, los 
genes VEGF y erbB3 están expresándose en blastocistos de conejo, si bien su expresión relativa 
disminuye en los blastocistos expandidos de 6 días. Los trabajos realizados sobre la expresión 
VEGF y erbB3 se han realizado generalmente sobre tejidos tumorales o sobre endometrio, 
existiendo poca información sobre su expresión en embriones. Das et al. (1997) observaron la 
expresión de receptores para VEGF en útero de coneja el día 6 de gestación, además de 
mostrar que esta expresión era mayor en zonas de implantación que en regiones no 
implantacionales en el día 8. Artini et al. (2008) observaron que la expresión de VEGF en 
blastocistos humanos cultivados in vitro era mayor que en estadios más tempranos de desarrollo 
embrionario.  
 
Por otro lado, al analizar la expresión de la subunidad β3 de la integrina se observó que 
tan sólo alrededor de un 55% de blastocistos expresaban dicha subunidad a los 5 días frente al 
96% de los analizados a 6 días. Estudios previos han demostrado la expresión de diferentes 
subunidades de integrina tanto en ovocitos como en embriones de distintas especies (Johnson et 
al., 2001; Arraztoa et al., 2005; Pate et al., 2007). Los resultados observados en nuestro estudio 
concuerdan con lo observado por Illera et al. (2003), donde se demuestra la expresión de la 
subunidad β3 de la Integrina en blastocistos pre-implantacionales y en endometrio de hembras 
gestantes e implantadas, pero no en hembras no gestantes o reproductivamente inmaduras. 
Estos resultados sugieren una expresión condicionada a la presencia de blastocistos por parte 
del endometrio. La expresión relativa de este gen no difiere entre los días 5 y 6 de gestación, 
aunque sí en la proporción de muestras analizadas, lo que sugiere que se activaría su expresión 
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en torno al día 5, de modo que su expresión podría desencadenar el fenómeno de adhesión 
embrionaria. 
 
Respecto a las correlaciones analizadas entre la expresión de los genes estudiados, se 
han observado correlaciones positivas entre algunas de las expresiones génicas sometidas a 
estudio (Interferones γ y ω48, VEGF y erbB3), posiblemente debido a que todos ellos están 
íntimamente relacionados con el proceso de vascularización y diferenciación celular que ocurre 
antes de la implantación. Pese a que, tanto el Oct4 como la integrina no han presentado una 
expresión diferencial entre blastocistos de 5 y 6 días de desarrollo, al analizar las correlaciones 
entre los diferentes genes estudiados, se ha observado una correlación elevada y negativa entre 
la expresión del Oct-4 y los relacionados con la diferenciación celular vascular (VEGF y erbB3), 
lo que parece acorde con la función biológica del gen Oct4 promoviendo la pluripotencialidad 
celular y no la diferenciación.  
 
Los niveles de expresión relativa de los genes estudiados fueron similares para 
blastocistos de las dos líneas de selección. Estos resultados sugieren que, para el perfil de 
expresión génica estudiado, los blastocistos de una y otra línea muestran un desarrollo similar, 
por lo que los problemas reproductivos detectados en la línea seleccionada por velocidad de 
crecimiento en cuanto a pérdidas embrionarias parciales y totales dependen de otros factores no 
estudiados en el presente trabajo.  
 
La inducción de la ovulación y las pérdidas post-implantacionales son los dos factores 
más importantes en la merma productiva de la línea de crecimiento, y abre diversa vías de 
actuación. Por un lado práctico, mejorar la inducción de la ovulación favoreciéndola de forma 
endocrina y, por otro, estudiar las posibles causas mediante el análisis de genes candidatos 
tanto en receptores como en hormonas y proteínas hipotálamicas e hipofisarias, y tanto ováricos 












































 -Tanto la inducción de la ovulación como el tamaño de camada (medido tanto por 
número de nacidos vivos como por el número de nacidos totales) son significativamente mayores 
en la línea A. La línea R presenta un porcentaje del 45,4% en fallos de inducción de la ovulación, 
en torno a un 20% de pérdidas embrionarias o pre-implantatorias (hasta el día 12 de gestación) y 
cerca del 50% de pérdidas fetales o post-implantatorias (a partir del día 12 de gestación). Sin 
embargo, no difieren en los niveles de progesterona a 12 días de gestación. 
 
 - El análisis de la expresión de los genes estudiados en blastocistos obtenidos de 
hembras nulíparas no mostró ninguna diferencia entre las líneas. Sin embargo, sí se observaron 
diferencias entre blastocistos recuperados a los 5 y a los 6 días de gestación, presentando los 
primeros mayores niveles en la expresión de los genes que codifican para el receptor 3 del 
Factor de Crecimiento Epidérmico (erbB3), para el Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular 
(VEGF), y para los Interferones γ y ω48. Por otro lado, el porcentaje de blastocistos que 
expresan el gen que codifica para la Integrina αVβ3 es estadísticamente superior en los 
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